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概　　　　要
8-hydroxy-2
,
-deoxyguanosine（8-OHdG）は，DNAの酸化損傷により生成され尿中に排泄される
酸化ストレスマーカーである。尿中8-OHdG測定には，特殊な機器を必要とせず操作の簡便な
ELISA法が用いられることが多いが，HPLCやLC/MS/MS法に比べ高値を示すことが指摘されてい
る。われわれはELISA測定の前処理としてurease処理とethanol沈殿処理（urease+EtOH沈殿処理）
を組み合わせることにより，ELISA反応に及ぼす非特異的な物質の影響を減少させることができた。
その測定値はHPLC値に近い値となり，回収率は99％であった。ヒト尿についてこの方法で得られ
た値は，HPLC値に比べやや高値であったが（urease＋EtOH沈殿処理の後ELISA，5.70±1.34 vs.
HPLC，3.44±0.78ng/ml，mean±SE），両者の相関は良好であった。また，前処理をしたELISA法
によってストレス負荷マウスの尿で8-OHdGの排泄が増加していることを示した。以上の結果は
ELISA法にurease+EtOH沈殿処理を組み合わせることで，正確性の高い測定値が得られることを示
しており，今後臨床面への応用が期待される。
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Abstract
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）is a marker of oxidative DNA damage that is excreted
in urine.  An ELISA method is often used for urinary 8-OHdG analysis, although the 8-OHdG level
has been overestimated in comparison to HPLC or LC/MS/MS methods.  In the present study,
１．はじめに
8-hydroxy-2
,
-deoxyguanosine（8-OHdG）は，
DNAを構成するdeoxyguanosineが活性酸素に
よって酸化され生成する物質で尿中に排泄され
る。8-OHdGは体内の酸化と抗酸化状態のバラ
ンスを示す酸化ストレスマーカーとして注目さ
れ，癌など様々な疾患で増加することが報告さ
れている１）。また，身体的・心理的ストレスや
生活習慣は酸化損傷を介して様々な疾病の原因
となり２），尿中8-OHdGの測定はますます必要
性が増加している。
尿8-OHdGの測定法としては，HPLC，LC/MS/
MSおよびELISA法が知られている。HPLCや
LC/MS/MSは測定に技術と時間を要し装置も高
価であるが，信頼性の高い測定値が得られると
されている３）。一方，ELISA法は高価な機器を
必要とせず，操作法が簡便で一度に多くの検体
を処理できるため，尿中8-OHdGのELISA法に
よる測定が多く報告されるようになってきてい
る。しかし，ELISA法ではHPLCやLC/MS/MS
法に比べ４倍以上の高い値になることが指摘さ
れており３,４），その原因のひとつにELISAで用
いられている抗体が，8-OHdGと部分的に類似
した構造をもつ物質と交差反応することがあげ
られている。なかでも尿に多く存在する尿素の
影響が大きいことが指摘されている５）。
今回，われわれはELISA法で信頼性の高い測
定値を得るために，尿試料から尿素を除去する
前処理を検討した。その結果，urease処理後
ethanol（EtOH）沈殿処理を行った尿試料で
ELISA測定を行うことでHPLC値に近い値とな
り，良好な結果を得ることができた。この
ELISA法をマウス尿中8-OHdGの測定に応用
し，ストレス負荷マウスの尿では8-OHdGの排
泄が増加していることを示した。
２．方法
１）ヒト尿試料
ヒト尿はスポット尿を採取し分注して－20℃
で保存し，分析に際してどの試料も凍結融解が
一度になるようにした。尿は融解後4℃，
5,000×gで10分間遠心して上清を以下の分析に
用いた。
２）尿の前処理
Urease処理をおもに検討した。Urease処理
は尿100μlにurease（ナタ豆由来，和光純薬）
25unitsを加えて37℃で15分間インキュベート
した。その後さらにEtOH沈殿による除タンパ
ク処理（EtOH沈殿処理）または限外ろ過処理
を行った。EtOH沈殿処理は，urease処理後の
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the urinary level of 8-OHdG was measured by the ELISA method following urease treatment and
ethanol precipitation（urease+EtOH pretreatment）of urine.  This pretreatment of urine reduced
the effects of non-specific substances on the ELISA，and lowered the overestimation of the urinary
8-OHdG level.  The recovery of the added standard 8-OHdG was 99%.  The mean 8-OHdG level
of human urine measured by the ELISA with the pretreatment was slightly higher than that
measured by HPLC（ELISA，5.70±1.34 vs. HPLC，3.44±0.78 ng/ml，mean±SE）, but a good
correlation was obtained between the ELISA and HPLC methods for the 8-OHdG values.  In
addition, this ELISA method was applied to mouse urine and the 8-OHdG excretion in urine
increased when the mice were subjected to water-immersion restraint stress. The ELISA method
with the urease+EtOH pretreatment of urine improved the accuracy of the urinary 8-OHdG values,
and therefore is considered to be useful for clinical research as well.
Key words: 8-OHdG, oxidative stress marker, urine, ELISA method, stress
尿100μlにEtOH 900μl（最終濃度90％）を加
え，４℃で30分間放置したのち15,000×gで20
分遠心した。上清を遠心エバポレートし，残渣
をPBSに溶解してELISAに用いた。限外ろ過処
理にはSUPRECTM-02（分画分子量30,000，宝酒
造）を使用し，ろ液をELISAに使用した。他方，
urease処理を行わない方法として，8-OHdG前
処理キット（エムシー研究所，東京）でマニュ
アルに従って処理した。
３）ELISA法による8-OHdG測定
8-OHdG ELISAキットはNew 8-OHdG Check
（日本老化制御研究所，静岡県袋井市）を用い
た。第一抗体反応は37℃，1hrまたは4℃，
overnight（ON）で行った。その他の操作はメ
ーカーの使用説明書に従った。
４）HPLC法による8-OHdG測定
Kasaiら６）の方法（OHG研究所，北九州市）
で測定した。すなわち，尿試料を陰イオン交換
クロマトグラフィーで精製したのち，C18カラ
ムを用いたHPLCにより分離溶出してECD
（electrochemical detector）で検出した。
５）マウス尿試料
ICRマウスを用い，実験は川崎医科大学動物
実験委員会の承認のもとに行った。マウスはコ
ントロール群とストレス群に分け，ストレス群
はTakagiらの方法７）に従って水浸拘束を６時
間行い，その後の19時間尿を採取した。コント
ロール群は無処置マウスの19時間尿を採取し
た。マウス尿は４℃，5,000×gで10分間遠心し
その上清を用いた。
６）尿クレアチニン測定
尿中クレアチニンはJaffe反応で測定した。
３．結果および考察
図１にELISA法における第一抗体反応温度と
尿試料の前処理の影響を示した。前処理なしで
第一抗体反応を37℃，1hrで行ったときと４℃，
ONで行ったときを比較検討したところ，４℃，
ONで得られる8-OHdG値が有意に低値を示し
た。これはEvansら４）によって得られた結果と
同じで，ELISAで第一抗体と交差反応する非特
異的な物質の影響が4℃では抑えられたためと
考えられた。ELISA法では，哺乳動物尿に多く
含まれる尿素が第一抗体と交差反応を示す主な
物質であることがわかっている５）。そこで，尿
中の尿素を除去する前処理について尿試料を
ureaseとインキュベートする方法を検討した。
Urease処理後にEtOH沈殿処理を行うと，回収
率は99％と良好であり，8-OHdG値は前処理な
しで測定した値の約１／２に減少し，少なくと
も尿素の影響は排除されているものと思われた
（表１）。Urease処理のみでEtOH沈殿による除
タンパク処理を行わないときは，回収率は85％
だったが，8-OHdG値が前処理なしの場合に比
べて1.7倍高値になっており，ureaseの残留が8-
OHdG値に影響する可能性が考えられた。Song
ら５）は，少量のurease（尿200μlに対して
urease 3.25units）を使用し，EtOH処理は行わ
ずにELISA測定して8-OHdG値が低下すること
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図１　第一抗体反応温度と尿前処理の影響
Mean±SE，＊p＜0.01
を示している。われわれもSongら５）の方法に
準拠して少量のureaseで前処理を試みたが，8-
OHdG値は前処理なしの場合に比べて1.7倍の高
値を示した（表１にデータを示していない）。
また，urease処理後限外ろ過を行うと回収率は
103％であったが，8-OHdG値は前処理なしの場
合の4.3倍と高値になった。限外ろ過膜は分子
量分画30,000であり，urease（分子量480,000）
除去には十分であるが，限外ろ過膜からELISA
測定に影響する物質が溶出している可能性が考
えられた。一方，ureaseを用いない尿試料の前
処理方法として8-OHdG前処理キットを検討し
た。これは8-OHdGをC18カラムに吸着，溶出
して精製するものであるが，回収率が32％と良
好でなく，また操作も煩雑で時間を要した。以
上のように尿中8-OHdGのELISA法による測定
にはureaseによる尿素の除去が重要であり，さ
らにurease処理後のEtOH沈殿処理が除タンパ
ク処理として必須であることがわかった。そこ
で尿の前処理法としてurease+EtOH沈殿処理
を行い，第一抗体との反応温度を37℃と４℃で
比較検討した（図１）。その結果，前処理を行
った場合ELISAの第一抗体反応が37℃でも４℃
でも，前処理なし37℃の場合に比較して，8-
OHdG値は有意に低値を示した（p＜0.01）。した
がって，尿試料を前処理なしの37℃でELISA法
を行った場合にみられる非特異的物質の影響
は，urease+EtOH処理で除去できたものと思わ
れた。
尿中8-OHdG測定では，HPLCやLC/MS/MS
法が信頼性の高い測定値を与えるとされている
３）。Urease+EtOH沈殿処理後ELISA法（37℃）
で測定した値とHPLC法による値とを比べる
と，ELISA法ではHPLC法よりやや高値であっ
たが（図２；ELISA法，5.70±1.34 vs. HPLC法，
3.44±0.78 ng/ml，mean±SE），有意な差は示
さなかった。尿素の他に8-hydroxyguanosineな
ども第一抗体と交差反応を示すことが知られて
いる５,８）。しかし，urease+EtOH沈殿処理によ
って，ELISA法（37℃）での測定値はHPLC法
による値に近似し，正確性の高い値が得られる
ことがわかった。さらに図３に示すように，こ
の方法によるELISAとHPLC法との測定値は良
い相関を示した。
前処理法としてurease+EtOH沈殿処理を用
いたELISA法を，マウスに水浸拘束ストレス負
荷を与えたときの尿中8-OHdGの測定に応用し
た。その結果，コントロール群では45.1±3.5
ng/mg CRNに対し，ストレス負荷マウスでは
63.1±7.0ng/mg CRNと尿中8-OHdGが有意に増
加した（図4）。水浸拘束ストレスは動物のスト
レスモデルとしてよく使われ，胃粘膜に障害を
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表１　尿前処理による回収率と8-OHdG値
もたらすことが知られている９）。ストレス負荷
マウスでの8-OHdG増加は，hypothalamic-
pituitary-adrenocortical axis（HPA系）と免疫
系を介して活性酸素種の生産が亢進２）した結果
であろうと考えられた。なお，マウス尿中8-
OHdG値はGuoら10）のHPLC法による値に近い
ものであった。
４．おわりに
ELISA法で尿8-OHdGを測定するに際し，
urease+EtOH沈殿の前処理を行うことで
ELISA反応における非特異的な物質の影響を低
下させることができた。この方法で得られる値
は，HPLC法で得られる値よりやや高値であっ
たが，両者の測定値の相関は良好であった。ま
た，本法を応用してストレス負荷マウスで尿中
8-OHdGの排泄が増加していることを示した。
Urease+EtOH沈殿処理は操作が煩雑でなく，
多数の検体を同時に処理することが可能であ
り，この前処理をELISA法に組み合わせること
で，簡便で正確性の高い測定値が得られると思
われる。このELISA法による8-OHdGの測定は
今後臨床面への応用が期待される。
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図２　ELISA法とHPLC法による8-OHdG値の比較
ELISA：尿はurease+EtOH沈殿処理を行い，抗体反応37℃で
測定した。HPLC：Kasai ら6）の方法で測定した。Mean±SE
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図４　マウス尿中8-OHdGに及ぼすストレスの影響
尿はurease+EtOH沈殿処理を行い，ELISA抗体反応37℃で測
定した。Mean±SE, ＊p＜0.05
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図３　ELISA法とHPLC法による8-OHdG値の相関
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